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RESUMEN
Con la edad disminuyen una serie de hormonas tanto en el hombre como
en los animales de experimentación y esta disminución está directamente rela-
cionada con las alteraciones que se observan en diversos procesos fisiologicos
con el envejecimiento. Las más importantes parecen ser GH y melatonina ade-
más de las hormonas sexuales. El envejecimiento del SNC determina una serie
de cambios en su estructura y función que pueden estudiarse por un lado me-
diante la observación tanto del número total de neuronas presentes en el hipo-
campo, como de la neurogénesis. Además se investigan los fenómenos de es-
trés oxidativo e inflamación cerebrales que pueden explicar los fenómenos de
apoptosis y deterioro funcional del SNC. En este capítulo se presentan una se-
rie de datos que apoyan el papel que juegan la GH y la melatonina en la rever-
sión parcial del deterioro del SNC asociado al envejecimiento. Se presentan los
resultados obtenidos haciendo especial hincapié en los mecanismos molecula-
res que explican las acciones observadas.
Se han estudiado ratas machos y hembras de 22 meses, que fueron someti-
dos a tratamiento con cada una de dichas hormonas o bien con placebo duran-
te 10 semanas. Se incluyeron como controles jóvenes de ambos sexos de 2 me-
ses sin tratar. En el hipocampo el número de neuronas se mantiene estable hasta
que a los 22 meses comienza el proceso de apoptosis que conduce a una re-
ducción en el número que se hace evidente a los 24 meses. También aparece
con la edad pero con un comienzo mucho mas temprano una disminución de la
neurogénesis en esa misma estructura. Todo esto ocurre a la vez que se incre-
mentan los indicadores de estrés oxidativo en el cerebro como lipoperóxidos y
NO sintasa inducible y aumentan también los indicadores de inflamación como
TNF alfa, NFkB e interleukinas 1 y 6 El tratamiento con GH impide la dismi-
nución del número de neuronas pero no aumenta la neurogénesis por lo que pa-
rece actuar exclusivamente disminuyendo la apoptósis. Esto parece confirmar-
se porque en los homogenizados cerebrales hay un aumento de Bcl2, sirtuina y
glutatión peroxidasa, y una disminución de caspasas 3 y 9 y de nucleosomas. A
la vez descienden los indicadores de estrés oxidativo y de inflamación. La me-
latonina actúa por el contrario estimulando la neurogénesis y mucho menos so-
bre apoptósis. De hecho no son capaces de evitar la caida en el numero total de
neuronas, aunque si son capaces de reducir el estrés oxidativo y la inflamación.
Por todo ello los tratamientos hormonales mencionados son capaces de mejorar
los síntomas del envejecimiento en el hipocampo del SNC bloqueando los me-
canismos moleculares de inducción de estrés oxidativo y apoptósis.
ABSTRACT
Age is associated with the reduction of several hormones both in humans
and experimental animals and this reduction seems to be associated with the al-
terations observed in several physiological processes. GH and melatonin in ad-
dition to sexual hormones seem to be the most important. Aging in the CNS de-
termines some changes in its structure and function that can be studied by the
observation of the total number of neurones in the hippocampus and by esti-
mating neurogenesis. In addition oxidative stress processes and inflammation,
that could explain apoptosis and functional damage to the brain can be also in-
vestigated. In this chapter data are presented supporting the positive role of GH
and melatonin treatments in partially reverting the age associated brain dama-
ge. The molecular mechanisms that could explain the observed effects, has been
emphasized.
Male and female rats of 22 months of age have been treated with GH, me-
latonin or placebo for 10 weeks. Young animals of both sexes of 2 months wi-
thout treatment have also been included as controls. Results show that he num-
ber of neurones in the hippocampus remains stable until 22 months of age and
then an apoptotic process starts that reduces its number, the fall being signifi-
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cant at 24 months of age. Also a reduction in neurogenesis can be observed in
the same structure but starting much earlier. At the same time markers for oxi-
dative stress, such as lipoperoxides and iNO synthase or inflammation such as
TNF alpha, NFkB, and interleukins 1 and 6 are increased in brain homogena-
tes. GH treatment prevents the observed fall in the number of neurones but wi-
thout enhancing neurogenesis so it can be only explained by a reduction of apop-
tosis. This seems to be confirmed by the observed increase in Bcl2, sirtuin,
glutathione peroxidase, and the reduction in nucleosomes and caspases 3 and 9.
At the same time, markers for oxidative stress and inflammation show a mar-
ked reduction. Melatonin on the contrary stimulates neurogenesis and has a less
important effects on apoptosis so that the total number of neurones continues to
fall. However a significant reduction on oxidative stress and inflammation has
been also detected. In conclusion both hormonal treatments were able to ame-
liorate aging associated alterations in the hippocampus of the CNS by blocking
molecular mechanisms of oxidative stress and inflammation
INTRODUCCIÓN
El cerebro presenta dos fases de desarrollo: una primera fase en que experi-
menta un crecimiento rápido hasta alcanzar los 20-25 años; y una segunda fase en
que el crecimiento no sólo se frena, sino que incluso se produce una involución.
Durante el envejecimiento el cerebro sufre una serie de alteraciones estructurales,
tanto macroscópicas como histológicas y bioquímicas. Según múltiples autores, a
partir de los 50 años el volumen cerebral disminuye alrededor de un 2% por dé-
cada y, como consecuencia, el volumen de la cavidad extracerebral aumenta de ma-
nera progresiva y paralela a partir de esta edad. A los 80 años, alcanza una pérdi-
da de entre un 10-15% de su peso máximo en la juventud, observándose un aumento
en el tamaño de los surcos, una disminución de las circunvoluciones cerebrales así
como un significativo aumento del tamaño de los ventrículos cerebrales.
Estudios recientes indican que el grado de déficit cognitivo y la presencia
de marcadores neuropatológicos (como las placas neuríticas) en enfermos de
Alzheimer, podría estar relacionado con la degeneración o incluso atrofia de
neuronas colinérgicas Aparte de las alteraciones celulares descritas anterior-
mente en la porción basal del prosencéfalo, se ha observado la presencia de ter-
minales colinérgicos altamente engrosados en el neocortex de animales viejos,
que pueden asociarse en forma de placas adoptando una morfología muy simi-
lar a la de los pacientes con enfermedad de Alzheimer, a pesar de que distintas
pruebas tintoriales demuestran que carecen de sustancia amiloidea (1). En con-
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clusión, parece que con la edad se producen una serie de alteraciones a nivel
neuronal, como la degeneración y atrofia de las células colinérgicas, que están
directamente relacionadas con la aparición de ciertos déficits cognitivos obser-
vados durante el envejecimiento, tanto en humanos como en la rata.
A pesar de que en la mayor parte de las áreas cerebrales no existe una pér-
dida neuronal masiva con la edad (2, 3), se ha observado la existencia de una
reducción muy significativa del número de neuronas en el hilus del giro denta-
do del hipocampo en los ancianos (4) así como en ratas machos Fischer 344 de
24 meses de vida (5).
Por otra parte, varios autores sugieren que la pérdida de capacidades cog-
nitivas con la edad, sea debida no sólo a un descenso en el número de neuro-
nas del hipocampo, sino a una pérdida de sinapsis en este área cerebral, lo que
conllevaría una clara pérdida de capacidad funcional por parte de esta estructu-
ra cerebral (6).
El SNC es un tejido diana para varias hormonas entre las que se encuentra la
GH (7). El defecto de GH se asocia a alteraciones del sueño, con pérdida de me-
moria, sensación de bienestar disminuida y otras alteraciones cognitivas (8, 9,10).
Tanto memoria como las performances cognitivas de los pacientes con déficit de
GH se mejoran con el tratamiento de sustitución con GH (8,11, 12, 13, 14,15).
En varios modelos animales la GH protege el cerebro y la médula espinal
de los distintos tipos de degeneración y es capaz de promover la supervivencia
de las neuronas tras un insulto hipóxico-isquémico (16, 17, 18, 19). Este efec-
to neuroprotector de la GH sugiere que la disminución de esta hormona con la
edad (20) o en otras circunstancias, puede afectar al cerebro y contribuir al de-
terioro del mismo (21, 22, 23).
El hipocampo es un área cerebral relacionada con la memoria episódica y
espacial (24) que se deteriora con la edad de forma paralela a las habilidades cog-
nitivas (23,25). Se ha visto una disminución significativa con la edad en el nú-
mero de neuronas de esta zona, y concretamente en el hilus del giro dentado, tan-
to en humanos como en la rata Fischer 344 (5). También nuestro grupo ha podido
comprobar dicha disminución en las ratas Wistar, tanto machos como hembras.
El tratamiento con GH a dosis que consiguen restaurar los niveles de IGF I plas-
máticos hasta alcanzar los que presentan los adultos jóvenes, es capaz de evitar
la disminución del número de neuronas con la edad (26, 27). El mecanismo neu-
roprotector de la GH parece más bien relacionado con la disminución de la apop-
tosis de las neuronas que con el incremento de la neurogénesis. En ambos casos
está mediada por el estímulo de IGF-I, bien sea el de origen hepático, que pasa
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a la circulación y cruza la barrera hemato-encefálica, o el generado directamen-
te en el tejido nervioso bajo el estímulo de la GH (28, 29).
La melatonina ha demostrado tener efectos protectores en diversas enferme-
dades y modelos experimentales en los que el daño inducido por los radicales li-
bres juega un papel fundamental, protegiendo del daño oxidativo a las macromo-
léculas celulares (DNA, lípidos y proteínas) (30). En este sentido, la melatonina
es capaz de reducir el daño oxidativo en modelos de isquemia/reperfusión en di-
versos órganos incluyendo el SNC, o bien tras exposición a tóxicos (cianuro, pa-
raquat, ciclofosfamida) toxinas bacterianas o a metales pesados. Tambien protege
frente a la proteína β-amiloide (como modelo de enfermedad de Alzheimer), al
MPTP (como modelo de Parkinsonismo), o a la excitotoxicidad inducida en el
SNC por ácido kaínico, etc. (31, 32,33). De hecho ha llegado a utilizarse como
tratamiento coadyuvante en isquemia/reperfusión transitoria en el cerebro (32).
Nuestro grupo ha investigado también el efecto de la melatonina sobre el
SNC observando que no es capaz de evitar la disminución del número de neu-
ronas en el hilus del giro dentado como hacía la GH pero si estimula significa-
tivamente la neurogenesis (27).
HORMONA DE CRECIMIENTO (GH)
La GH es la hormona más abundante en la hipófisis (5 - 10 mg / glándu-
la). Hay varias formas moleculares, pero la forma principal tiene 191 aminoá-
cidos (Pm 22.650 kDa) y se sintetiza en las células acidófilas. Su gen se loca-
liza en el brazo largo del cromosoma 17 (34).
La GH de mamíferos es activa en numerosas especies, pero en el ser hu-
mano solo es activa la procedente de humanos o de primates (35), o sea que
presenta específicificidad de especie.
Los niveles plasmáticos basales de GH oscilan entre 1 y 5 ng/ml, aunque
durante la pubertad se producen incrementos importantes. Su secreción es pul-
sátil, con picos cada 3-4 horas que son más frecuentes pero menores en las hem-
bras (36). La máxima secreción de GH tiene lugar en las dos primeras horas de
sueño nocturno, durante el sueño de ondas lentas.
Básicamente, la secreción de GH está regulada por el hipotálamo, a través
de tres péptidos: La Somatostatina (SS), la Growth Hormone Releasing Hor-
mone (GHRH), y la Ghrelina. Esta última recientemente descubierta es un pep-
tido de 28 aminoacidos aislado originalmente de la pared gástrica (37) pero que
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también está presente en el hipotalamo y que es el ligando natural del receptor
de la hexarelina (38), sustancia que también estimula la secreción de GH.
La secreción episódica de GH resulta de la interacción entre las secrecio-
nes de GHRH estimulante y de SS inhibidora donde posiblemente esta última
tenga un papel preponderante (39). Parece que este patrón secretor pulsátil es
tanto o más importante para las acciones hormonales periféricas que la cantidad
total de GH secretada.
La secreción de GH se estimula por el estrés, el ejercicio físico, la hipo-
glucemia,y algunas drogas, como la bromocriptina; mientras que el aumento de
la glucosa sanguínea inhibe su secreción. El descenso de ácidos grasos libres
(AGL) estimula la secreción de GH y anula su pulsatilidad.
La secreción de GH también está influida por el sistema endocrino (40):
Los péptidos opioides al igual que otros, como la galanina y la leptina, es-
timulan la secreción de GH.
Las hormonas tiroideas modulan la expresión del gen de GH; por eso los
individuos hipotiroideos presentan también un defecto de crecimiento.
Los glucocorticoides en dosis bajas estimulan la secreción de GH, pero los
niños tratados crónicamente con dosis farmacológicas muestran una marcada de-
ficiencia de talla (41).
Respecto a los esteroides sexuales, existe un claro dimorfismo sexual en
cuanto a su influencia sobre la secreción de GH, que puede ser la causa de las
diferencias en el patrón de crecimiento de ambos sexos. Cuando los esteroides
sexuales se secretan durante la pubertad, los cartílagos de crecimiento de los
huesos largos se cierran y el crecimiento termina.
También diversos neurotrasmisores suprahipotalámicos influyen en su se-
creción.
Tras su secreción, la GH se une en el plasma a proteínas transportadoras
(GH-BP). La GH se elimina fundamentalmente por el riñón, pero solo se filtra
la fracción no unida a proteínas (42).
MECANISMO DE ACCIÓN DE LA GH
El receptor para la GH (GHR) es una proteína codificada por un gen situa-
do en el cromosoma 5. Su cantidad es escasa durante la época postnatal, y va
aumentando a lo largo del primer año de vida. Una molécula de GH interac-
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ciona con dos de GHR, que al dimerizarse pone en marcha una cascada de se-
ñales celulares mediante mecanismos JAK y STAT dependientes (42).
En respuesta a la secreción de GH, se sintetizan y liberan en numerosos te-
jidos (hígado, hueso, músculo, etc.) péptidos con actividad hormonal que me-
dian una gran parte de las acciones de la GH. Se les denominó somatomedinas,
pero hoy se prefiere el nombre de Insulin-like Growth Factors (IGFs), debido a
que presentan una marcada analogía con la insulina. Las más importantes son
la IGF I y la IGF II. El 95 % de la IGF circula unida a diversas proteínas trans-
portadoras (IGFBPs), de las cuales la más importante es la IGFBP-3, cuyos ni-
veles están controlados también por la propia concentración de GH, y nos sir-
ven como marcador de su actividad.
De cualquier forma, el papel más destacado de la IGF lo lleva a cabo la ge-
nerada en cada tejido en respuesta a la GH y que actúa de forma paracrina (43).
El receptor de IGF se encuentra en la superficie de las células y es seme-
jante al receptor de la insulina en su estructura y en la secuencia de aminoáci-
dos (44). Esta similitud hace que exista una importante interacción entre ambas
hormonas, sobre todo a concentraciones elevadas.
La IGF media muchas de las acciones de la GH, existiendo una teoría dual
de las acciones de ambas hormonas, de forma que en el crecimiento óseo por
ejemplo, la GH estimula la diferenciación de diversos tipos celulares, mientras
que la IGF-I tendría efectos mitogénicos y multiplicadores sobre las células di-
ferenciadas. Así, actuaría de forma paracrina en el cartílago de conjunción, es-
timulando la multiplicación de los condrocitos.
Las acciones de la IGF son distintas dependiendo de la duración del estí-
mulo (42): Las acciones agudas producen efectos semejantes a los de la insuli-
na, mientras que las crónicas o prolongadas incluyen síntesis de DNA y prolife-
ración celular. Es lo que sucede durante el crecimiento óseo y del resto de tejidos.
Efectos de la GH
La GH es una hormona anabólica, que estimula la incorporación de ami-
noácidos en el músculo, la síntesis proteica y la formación de colágeno extra-
celular, e inhibe el catabolismo proteico. Ésto provoca un balance positivo de
nitrógeno y de fósforo y una caída en los niveles sanguíneos de urea y de ami-
noácidos (45). En los adultos, la GH colabora en el mantenimiento de la com-
posición corporal y promueve la reparación de los tejidos (46). La GH es una
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hormona lipolítica que induce la rotura de triglicéridos formándose glicerol y
AGL, que sirven de sustratos para la neoglucogénesis. También estimula la oxi-
dación de ácidos grasos en lugar de carbohidratos o proteínas, efecto que es más
importante en periodos de ayuno. También se sabe que, en cantidades elevadas,
tiene efecto diabetogénico.
La principal función de la GH es el fomento del crecimiento durante la in-
fancia y adolescencia, en colaboración con otros factores como la nutrición y
las hormonas sexuales y tiroideas. Como hemos visto, la GH es una hormona
anabólica, que estimula la incorporación de aminoácidos y la síntesis proteica
en las células, produciendo un aumento de tamaño y multiplicación de las mis-
mas. Actuando sobre los cartílagos de crecimiento, induce un incremento de ta-
maño de los huesos largos durante la infancia y hasta la pubertad, momento en
el que estos se cierran, osificándose por acción de las hormonas sexuales. Tam-
bién estimula el crecimiento muscular.
El déficit de secreción de GH en la infancia produce enanismo por falta de
estímulo sobre los cartílagos de conjuncion, mientras que el exceso produce gi-
gantismo. Si hay hiperproducción de GH antes de que los cartílagos de creci-
miento se hayan cerrado, los huesos largos crecen más de lo normal. La conse-
cuencia es una talla excesivamente alta y disarmonía corporal. En el adulto, el
exceso de producción de GH no puede estimular el crecimiento pero si produ-
ce acromegalia (47).
De la misma forma se ha descrito un síndrome específico debido al déficit de
GH del adulto (48). Se caracteriza por una alta incidencia de dislipemia, intole-
rancia a la glucosa, obesidad de tipo central, debilidad muscular, fatiga, disminu-
ción de la densidad ósea (49) hipertensión y alteraciones neuropsiquiátricas (13)
Éstos individuos desarrollan aterosclerosis tempranamente, incrementándose la
morbi-mortalidad cardiovascular (50,51). La terapia sustitutiva en estos pacientes
ha demostrado tener claros efectos beneficiosos, mejorando ostensiblemente los pa-
rámetros previamente deteriorados (13, 52, 53, 54, 55, 56, 57). De ahí que ya esté
aprobada la terapia sustitutiva con GH en este tipo de pacientes en varios países,
entre ellos España.
DISMINUCIÓN FISIOLÓGICA DE LA SECRECIÓN DE GH 
CON LA EDAD (SOMATOPAUSIA)
La secreción de GH y los niveles plasmáticos de IGF-I disminuyen con la
edad de forma parecida a como veremos mas adelante que hace la melatonina,
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presentando los ancianos niveles muy disminuidos respecto de los de individuos
jóvenes (51). Este hecho, unido a los cambios metabólicos y de composición
corporal que acompañan al envejecimiento, como disminución de masa muscu-
lar y ósea, aumento de la adiposidad, etc., ha llevado a relacionar dichos cam-
bios metabólicos con la disminución de GH e IGF-I, llegándose a acuñar el tér-
mino “somatopausia” para referirse a este fenómeno(58). Por tanto, podría
considerarse el envejecimieto como una forma fisiológica de “déficit de GH del
adulto”.
Se ha intentado dilucidar el posible mecanismo de esta disminución de la
secreción de GH. La hipótesis más verosímil parece ser aquella que apunta al
hipotálamo como punto en el que se genera la somatopausia. Así, la disminu-
ción de la liberación de GHRH (59) y/o un aumento de la producción de SS
(60) podrían ser los responsables de la disminución de los niveles de GH. Es
también necesario recordar que la secreción de GH depende del sueño de on-
das lentas (61). Con la edad, se produce una disminución de la duración de esta
fase del sueño, provocado entre otros por una disminución de la secreción de la
melatonina (62). Este fenómeno podría estar relacionado con la disminución de
la producción de GH que se observa con la edad.
A partir del trabajo de Rudman y cols. (63), que se ha convertido en un
“clásico”, se ha planteado la terapia sustitutiva con GH en ancianos, y la ma-
yoría de los estudios demuestran sus efectos beneficiosos. Así, la administración
de GH a dosis bajas en hombres mayores de 60 años restaura los niveles de
IGF-I hasta prácticamente los que existen en jóvenes (64) y, como veremos, pa-
rece tener efectos beneficiosos evidentes. Por ejemplo modifica la composición
corporal y los niveles de lípidos plasmáticos en ancianos, ya que aumenta la
masa magra, disminuye la masa grasa, reduce los niveles de colesterol y mejo-
ra la relación HDL/LDL (63,65). Pero esta terapia no está exenta de efectos se-
cundarios que han de ser tenidos en cuenta. Así, tratamientos a dosis elevadas
durante períodos de tiempo prolongados pueden producir disminución de la sen-
sibilidad a la insulina e intolerancia a la glucosa, síndrome del túnel carpiano y
retención de líquidos, si bien estos síntomas son poco frecuentes y de entidad
menor a las dosis usuales(63,66).
Los experimentos con animales corroboran estos datos. Así, estudios lleva-
dos a cabo en nuestro laboratorio muestran que el tratamiento con GH a ratas
viejas, tanto machos como hembras, disminuye la proporción de grasa corporal
y aumenta la masa magra (67,68). Además de tener efectos beneficiosos sobre
la función cardiovascular (69) sobre la piel (70) y sobre la función inmunitaria
(71,72).
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MELATONINA
La melatonina es una hormona de naturaleza indólica secretada básicamente
por la glándula pineal, aunque también está presente en otros tejidos, donde ejer-
ce probablemente un efecto local o paracrino. La melatonina está íntimamente
implicada en la regulación de los ritmos biológicos, si bien en los últimos años
ha sido objeto de mayor atención por parte de la comunidad científica a raíz del
descubrimiento de sus propiedades antioxidantes.
La glándula pineal (73) está constituida fundamentalmente por pinealoci-
tos, que constituyen el 80% del componente celular de la glándula en los ma-
míferos. En el hombre adulto, pesa 100-200 mg. Es un importante regulador de
los ritmos biológicos anuales y circadianos, y constituye el nexo entre las se-
ñales luminosas del medio ambiente y los sistemas nervioso central y endocri-
no, a través de la secreción de la hormona melatonina, cuya producción está re-
gulada por el estado de iluminación ambiental.
La melatonina se sintetiza a partir de triptófano, primeramente a través de
su hidroxilación y decarboxilación a serotonina, y luego mediante la N-acetila-
ción y O-metilación de la serotonina a melatonina. Se secreta desde la glándu-
la pineal hacia la circulación, donde presenta un ritmo circadiano, con máximos
durante el periodo de oscuridad. La producción de melatonina responde prima-
riamente a estímulos lumínicos así, dicha producción está regulada por la lon-
gitud del fotoperiodo y es evidente durante la oscuridad. (32, 73). De esta for-
ma, la información sobre el estado de luz/oscuridad ambiental llega a la glándula
pineal y determina el ciclo de la síntesis de melatonina.
Dada su naturaleza hidro y lipofílica y su pequeño tamaño, atraviesa todas
las membranas celulares con facilidad, llegando hasta el “último rincón” del or-
ganismo, como pueden ser las mitocondrias (73). Como se comentó anterior-
mente, la melatonina presenta un ritmo circadiano, con valores máximos noc-
turnos, con un pico máximo entre las 2 y las 6 de la mañana. La amplitud del
ritmo de melatonina está influenciado por factores como la edad, disminuyen-
do de forma progresiva hasta ser muy baja en ancianos (73, 74).
ACCIONES DE LA MELATONINA
La función más conocida de la melatonina es su papel como regulador de
los ciclos biológicos, a través de la codificación de la señal luminosa constituida por
la longitud del fotoperiodo en una señal bioquímica. Se constituye así en uno de los
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sincronizadores internos más importantes, al modular la actividad del núcleo supra-
quiasmático, que parece ser el “marcapasos central” o “reloj biológico” (32).
En este sentido, la melatonina parece estar implicada en fenómenos como
la sincronización circadiana, la inducción del sueño, la regulación de la tempe-
ratura corporal y también la regulación del sistema inmunitario (73, 74).
Las propiedades antioxidantes de la melatonina dependen tanto de su efec-
to directo sobre las especies reactivas de oxígeno y nitrógeno como de su ac-
ción sobre la expresión y actividad de enzimas involucrados tanto en la defen-
sa antioxidante como en la generación de radicales libres. Descritas por primera
vez a principios de la década de los 90 (75,76), se sabe que la melatonina ac-
túa como neutralizador directo de diversas especies reactivas de oxígeno y ni-
trógeno, como el radical •OH, el H2O2, el 1O2, el ión ONOO-, el radical LOO•,
el peroxinitroso (ONOOH), incluso el NO (32,74, 77,78,79), a través de meca-
nismos independientes de receptor.
El hecho de que la melatonina sea una molécula pequeña lipo- e hidrofílica
hace que atraviese las barreras biológicas y las membranas celulares con facilidad,
difundiendo a todos los compartimentos intracelulares y concentrándose especial-
mente en el núcleo y la mitocondria, lugares en los que la producción de radicales
libres es más intensa y el daño oxidativo, de repercusiones más importantes. En
definitiva, la melatonina es capaz de llegar hasta el mismo lugar donde se generan
los radicales libres, neutralizándolos antes de que puedan difundir y dañar estruc-
turas celulares. Pero, además de sus acciones como neutralizador directo de radi-
cales libres, la melatonina también actúa como antioxidante indirecto, induciendo
la síntesis y reciclaje enzimático del glutatión reducido (GSH) mediante la esti-
mulación de la actividad de los enzimas implicados en estos procesos Glutation pe-
roxidas (GPx,) glutatión reductasa (GRd) y glutatión 6 fosfato deshidrogenasa
(G6P-DH,) que genera el NADPH que emplea la GRd como cofactor a través de
mecanismos mediados por receptor. Además, también estimula la expresión de la
superoxidodismutasa (SOD) y la actividad de la catalasa, que son otros enzimas
implicados en los procesos de detoxificación de radicales libres (30, 74, 78, 79).
Nuestro grupo ha corroborado todos estos resultados habiendo demostrado una ac-
ción especifica a nivel tanto hepático, como cardiaco (80,81), y dérmico (70).
MELATONINA Y ENVEJECIMENTO
En humanos, los niveles de melatonina en plasma comienzan un descenso a
partir de los 25-35 años, y a la edad de 40-60 años se tienen unos niveles que son
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un 35-50% de los presentes en individuos jóvenes (74, 82) Y casi más llamativo
que la reducción de los niveles es la disminución del pico nocturno (83), limitan-
do su capacidad de sincronización de los ritmos circadianos. De hecho, a partir de
los 40-50 años comienzan a alterarse y desincronizarse nuestros ritmos, lo que ge-
nera alteraciones funcionales, conductuales y de adaptación, que constituyen sig-
nos de envejecimiento (74). Paralelamente a esta disminución de la secreción de
melatonina, se produce un incremento de la tasa de producción de radicales libres,
y una disminución de la actividad de enzimas antioxidantes, como SOD, GRd, y
GPx, que están en parte regulados por la propia melatonina. El papel relevante de
la melatonina en la regulación del estrés oxidativo parece cada día más evidente.
Por último, mencionar que se ha encontrado una correlación entre los ni-
veles séricos de melatonina y la capacidad antioxidante total del suero en hu-
manos y en ratas, y ambos parámetros disminuyen de forma paralela con la edad.
Por tanto, parece que la reducción de los niveles séricos de melatonina se co-
rrelacionan con una disminución de la capacidad del suero para neutralizar los
radicales libres y especies reactivas (84). Asumiendo reducciones tisulares si-
milares en los niveles de melatonina, cabe especular que uno de los factores por
los que los individuos viejos presentan un mayor daño oxidativo podría ser la
disminución de la producción de melatonina inducida por la edad (78).
EFECTOS DE LA GH Y LA MELATONINA SOBRE EL SISTEMA
NERVIOSO EN EL ENVEJECIMIENTO
Efecto del tratamiento con GH
Los efectos neuroprotectores de la GH se han visto considerablemente con-
solidados a la luz de los hallazgos obtenidos por numerosos grupos en los últi-
mos años. La GH es un reconocido factor neuroprotector no sólo del SNC sino
también de la médula espinal en animales jóvenes (16, 17,18, 19) e incluso es
capaz de impedir la pérdida neuronal en el hipocampo tras una lesión de hipo-
xia-isquemia de carácter unilateral (19).
En nuestro laboratorio hemos estudiado el efecto de la GH sobre el SNC y
mas concretamente se ha determinado el número de neuronas en el hilus del giro
dentado en cortes de cerebro sometidos a tinción de Nissl. También se ha deter-
minado la neurogénesis utilizando tinciones con Bromodesoxi Uridina (BrdU). La
utilización del disector óptico permite contar las neuronas en cortes del hilus del
giro dentado del hipocampo teñidos con azul de Nissl. Se ha visto que en esta es-
tructura existen diferencias en el número de neuronas entre machos y hembras a
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favor de los primeros a todas las edades estudiadas (p<0.01). (26, 85). Dentro de
cada sexo, el número de neuronas en el hilus se mantiene en un nivel similar en-
tre los 3 y los 22 meses de edad. Por el contrario, hay una pérdida neuronal sig-
nificativa entre los 22 y los 24 meses de similar magnitud en ambos sexos (p<0.01)
similar a la reportada anteriormente por Shetty y Turner (5). (Fig. 1A)
No se han encontrado diferencias significativas en el número de neuronas
entre las ratas hembras castradas y sin castrar (26) a pesar de lo que podría pen-
sarse de los datos de la literatura (86, 87).
Si estudiamos las células BrDU positivas que suponen un indicador de neu-
rogénesis, pasamos de alrededor de 3000 nuevas células a los 2 meses de edad
a 80 células nuevas a los 24 meses con pocas diferencias entre sexos, y de nue-
vo sin que la ovariectomía tenga un efecto importante (88). (Fig. 1B)
En todos nuestros estudios el tratamiento con GH se administra durante 10
semanas a los 22 meses de vida tanto a, ratas machos como también a dos gru-
253
EFECTOS DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO Y LA MELATONINA SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
FIGURA 1.-A.  Evolucion del numero de neuronas totales del hilus del giro dentado con la edad
y efecto del tratamiento con GH. B. Efecto de la edad sobre la neurogénesis en funcion 
del numero de células BrdU positivas y ausencia de efcto del tratamiento con GH.
pos de ratas hembras, uno castrado desde los 12 meses y otro que permanece
intacto. Los parámetros analizados en el grupo de los machos son el número to-
tal de neuronas del hilus del giro dentado tras el tratamiento, el recuento de cé-
lulas BrdU(+) en el giro dentado y la estimación de los niveles de nucleosomas
y de Bcl-2 en un homogenado cerebral. En las hembras tanto castradas como
intactas, se analizan estos mismos parámetros pero se va un poco más lejos al
realizar algunas determinaciones bioquímicas que permiten sugerir la participa-
ción de ciertos mecanismos de acción a nivel molecular como consecuencia del
tratamiento crónico con GH. Así, en los dos grupos de hembras se han realiza-
do determinaciones de los niveles de expresión de caspasa 3 y 9 en sus isofor-
mas activa e inactiva; de la expresión de dos enzimas antioxidantes como son
Mn-SOD y GPx y por último, de la expresión de sirtuina (Sir2).
El tratamiento con GH (7) permite observar un incremento significativo de
las neuronas totales a los 24 meses pero no aumenta el número de células BrDU
positivas por lo que el efecto parece ser antiapoptótico (26) como ya habían su-
gerido otros autores (28, 89) (Figs. 1 A y B). Esto parece confirmarse con la
disminución que puede observarse en los indicadores de apoptosis como son los
nucleosomas, la caspasa 9 y la caspasa 3 y el incremento de las sustancias an-
tiapoptoticas como Bcl 2 o Sirtuina como ha podido verse en homogeneizados
de cerebro.Hay que señalar un hecho muy significativo, este fenómeno se apre-
cia por igual en los tres grupos de animales analizados, es decir en machos, hem-
bras intactas y hembras ovariectomizadas (Figs. 2 A y B).
En el grupo de hembras castradas observamos, por otra parte, dos fenóme-
nos. En primer lugar, que los niveles de caspasa-3 y caspasa-9 en hipocampo
son significativamente menores que en las hembras intactas de su misma edad.
Esto podría indicar que en ausencia de estrógenos endógenos, la apoptosis que
reflejan los niveles elevados de nucleosomas debe tener lugar por mecanismos
distintos a la participación de caspasa-3 y caspasa-9, que sería interesante estu-
diar en el futuro. Además no se aprecia efecto alguno del tratamiento con GH
sobre los niveles de caspasa-9 y caspasa-3. Este hecho es fácilmente explicable,
pues si la expresión de ambas es baja en los animales no tratados hace difícil
pensar que estén interviniendo en el proceso de apoptosis en el hipocampo y es
lógico no obtener un descenso adicional tras el tratamiento. Asimismo, esta au-
sencia de respuesta a la administración de la GH podría deberse a la disminu-
ción de la presencia de estrógenos, pues no ocurre en las hembras castradas y
sí en las intactas que mantienen sus estrógenos endógenos ováricos.
Los mecanismos implicados en este fenómeno de neuroprotección de la GH
a nivel del hipocampo en animales viejos deben aún ser estudiados en profun-
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didad pero podemos apuntar algunas hipótesis. En animales jóvenes, los efectos
neuroprotectores de la GH parecen estar mediados, por lo menos en parte, por la
activación de los receptores de GH (19). Es decir, habría que pensar en una po-
sible acción directa de la GH sobre las neuronas a través de sus receptores en las
diversas estructuras cerebrales. En relación a esta posibilidad encontramos varios
estudios que apoyan esta idea. Vázquez y cols. (90) han demostrado que la GH
es capaz de ejercer una acción mitogénica induciendo un aumento en la expre-
sión del péptido c-myc, un marcador del ciclo celular que sincroniza la transi-
ción de la fase GO-G1 del ciclo celular a la fase S, en la síntesis del ADN. Esta
sincronización de las células en la misma fase (fase S) del ciclo celular podría
hacerlas más resistentes a los daños infligidos por estrés oxidativo al que a lo
largo de la vida se ve expuesto el cerebro senescente. Otro posible mecanismo
de neuroprotección sería la proliferación de las células gliales causada por la GH,
debido al papel fundamental ejercido por la glía en el intercambio de iones en-
tre las células de la corteza y el espacio intercelular (91). De hecho, se sabe que
in vitro la glía ejerce una función protectora al captar el glutamato extracelular
y disminuye así su toxicidad para las células presentes en los cultivos (92).
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FIGURA 2.-A.  Evolucion de los niveles de BCL2 en homogenado de cerebro de rata y efecto
estimulante de la GH sobre estos, con ausencia de efecto de la melatonina. B. Evolución de 
los nucleosomas como indicadores de apoptosis en el cerebro y disminución de los mismos
tras el tratamiento con GH o melatonina.
Por otro lado, hay que tener en consideración que la administración de GH
a ratas viejas incrementa la expresión de IGF-I en el cerebro (29), incluyendo
el hipocampo (28), y sus niveles circulantes en sangre (93). Numerosos estu-
dios han demostrado que el IGF-I revierte la disminución de receptores tipo
NMDA asociada al envejecimiento y en particular el de sus subtipos NMDAR2a
y NMDAR2b (94) e incrementa la función del receptor D2 mejorando tanto la
memoria espacial como la de trabajo (95). Un estudio de Lynch y cols. (96) en
el que analizan la utilización de glucosa por el cerebro tras la administración de
IGF-I, muestra como este aumenta su tasa de utilización en determinadas re-
giones cerebrales. Por lo tanto, se puede decir que el IGF-I ayuda a evitar la
disminución de la función glutamatergica en el cerebro senescente (96). En re-
sumen, de todos los estudios previamente citados, podemos deducir que el IGF-
I, junto con otros factores neurotróficos, juega un papel fundamental en la pre-
vención del envejecimiento cerebral.
Dado que el IGF-I es un reconocido factor neuroprotector para las neuro-
nas hilares (97, 98), es lógico suponer que el incremento de su producción lo-
cal puede mediar efectos neuroprotectores de la GH. Se debe considerar la po-
sibilidad de que la GH ejerza su neuroprotección de forma indirecta a través del
incremento de IGF-I. De los datos de Carson et al (99) y Beck et al (100) se
deduce que número y tamaño neuronal dependen de los niveles de IGF-I. Más
concretamente, Trejo y cols. (101,102) aportan datos de observaciones recien-
tes en los que ratones deficientes en IGF-I presentan una reducción en el nú-
mero de neuronas. Asimismo, estos autores sugieren que la supervivencia neu-
ronal parece depender de la kinasa sérica Akt, molécula relacionada con la vía
de supervivencia neuronal estimulada por IGF-I (103). Por lo tanto, el restable-
cimiento con GH de los niveles de IGF-I disminuidos con el envejecimiento es
capaz de generar neuroprotección (104,105,106, 107). Esto mismo ocurre en el
hígado donde tras observarse una disminución de IGF 1 en los hepatocitos con
la edad, se puede ver que viene acompañado de un aumento del estrés oxidati-
vo. Esto se traduce en un incremento significativo de la peroxidacion lipídica
(LPO), del oxido nitrico (NO), del monoxido de carbono (CO) y del guanosil-
monofosfato cíclico (cGMP), con una disminución significativa del adenosil tri-
fosfato (ATP). La administración de GH restablece los niveles de IGF 1 hasta
conseguir alcanzar los de animales jóvenes por lo que la administración de GH
ejerce efectos beneficiosos contra los cambios relacionados con la edad (108).
De cualquier forma el efecto mas importante observado tras la administración
de la GH, consiste en la inhibición de la apoptosis en los cerebros de los anima-
les viejos. Tanto en machos como en hembras castradas e intactas, se observa un
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claro descenso en el número de nucleosomas, es decir, un descenso en el grado
de apoptosis que se produce en el homogenado de cerebro total. De la misma for-
ma, se aprecia como los niveles de Bcl-2 se incrementan de forma muy marcada
en todos los animales que reciben el tratamiento con GH. Este incremento puede
deberse a la puesta en marchas de varias vías de señalización intracelulares que
pueden activarse por la GH directamente o a través del IGF-I, cuyos niveles tan-
to plasmáticos como de expresión en SNC aumentan tras la administración de GH
sistémica (28). Resulta muy complejo evidenciar qué efectos tienen lugar por ac-
ción directa de la GH y cuáles están mediados por el IGF-I.
Se sabe desde hace tiempo que la principal vía por la que el IGF-I inhibe
la apoptosis es a través de la PI3-quinasa, que a su vez fosforila a la Akt/pro-
teína quinasa B (Akt/PKB) (28, 109, 110). La activación de esta vía tiene lugar
tanto a través de IGF-I como a través de GH (28) y da lugar a tres fenómenos.
Por un lado se fosforila Bad (111), y dado que en su forma fosforilada no es ca-
paz de unirse a las proteínas antiapoptóticas como Bcl-2, deja a esta última li-
bre y capaz de ejercer sus efectos, bloqueando la inducción de la apoptosis. Este
podría ser el responsable de que por un lado exista un descenso en los proce-
sos apotóticos en nuestro homogenado cerebral como así lo reflejan los niveles
de nucleosomas, y que por otro lado aumenten los niveles de Bcl-2, dado que
al disminuir los niveles de Bad capaz de unirse a él, va a existir mayor canti-
dad de Bcl-2 libre capaz de ejercer sus efectos antiapotóticos. Asimismo, se sabe
que Akt/PKB es capaz de activar al factor de transcripción CREB (112) y éste
a su vez estimula la expresión de Bcl-2 (113). Por lo tanto, a través de la acti-
vación de Akt/PKB por parte del IGF-I se produce un aumento en los niveles
de Bcl-2. Este podría ser uno de los mecanismos por los que aumentan los ni-
veles de Bcl-2 en los cerebros de nuestras ratas viejas tratadas con GH. El otro
fenómeno que tiene lugar como consecuencia de la fosforilación de PI3-quina-
sa y Akt/PKB es la inhibición de la caspasa-9. Hay que señalar a este respecto
que la propia Bcl-2 es, a su vez, responsable de los niveles bajos de caspasa-9,
dado que al ejercer sus efectos anti-apoptóticos y proteger la integridad de la
membrana mitocondrial no permite la salida al citosol del citocromo C, con lo
que bloquea la activación de la caspasa 9 iniciadora de la apoptosis.
En nuestro estudio obtenemos resultados que concuerdan con este hecho,
dado que en el grupo de hembras intactas tratadas con GH podemos apreciar
como en el hipocampo la expresión de caspasa-9 tanto activa como inactiva está
claramente disminuida en comparación con los de las hembras de su misma edad
que no reciben tratamiento alguno. El descenso igualmente evidente de los ni-
veles de las isoformas activa e inactiva de la caspasa-3 en el hipotálamo, podría
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deberse probablemente al hecho de que al estar disminuidos los niveles de cas-
pasa-9 no se produce el reclutamiento de la caspasa-3 para llevar a cabo los fe-
nómenos de apoptosis en la neurona.
Hay que mencionar también como mecanismo de inhibición de apoptosis la
activación de las MAPKs, por GH que dan lugar a la activación de CREB y tam-
bién estimula la expresión de Bcl-2 (110). Ambos mecanismos explicarían el au-
mento de Bcl-2 en los animales de este estudio que son tratados con GH. Por otro
lado, existen evidencias en la literatura de que Bad puede llegar a fosforilarse, o
por lo menos a estabilizarse en su forma fosforilada, a través de la activación de
MAPK (114), lo que también impediría que ejerza sus efectos pro-apoptóticos.
Por último, hay otro mecanismo que permite la inhibición de la apoptosis
a través de la acción del IGF-I, que implica la activación de Raf-1 y su poste-
rior translocación a la mitocondria (109), lo que daría lugar a la fosforilación
de Bad en colaboración con la Bcl-2 (115, 116).
Desde otro punto de vista a nivel del hipocampo se produce con la edad un
incremento de los indicadores de inflamación como son un aumento de TNF
alfa y de IL 6 así como de NFkB. Este incremento, también observado en el en-
vejecimiento de otros tejidos como el hígado (117, 118, 119) disminuye de for-
ma significativa tras el tratamiento con GH (Figs. 3 A y B).
La primera vez que se documentó la interacción de las vías de señalización
de IGF-I y estradiol a nivel cerebral fue en 1988 (120) en cultivos primarios de
hipotálamos de ratas fetales. Asimismo, se ha comprobado que los receptores
de IGF-I y de estradiol cooperan para estimular el crecimiento dendrítico en cul-
tivos primarios de hipotálamo de ratas (121) y en la inducción de plasticidad si-
náptica en el hipotálamo de ratas hembras adultas (122). Por otra parte, se ha
visto una co-localización muy extensa de receptores estrogénicos y de IGF-I en
el cerebro de la rata adulta (123). Es más, los receptores de IGF-I se co-locali-
zan con ambas isoformas α y β de los ERs. Esta abundante coexpresión de los
receptores estrogénicos y del IGF-I sugiere que pueda existir interacción de sus
vías de señalización en varias regiones del SNC.
Evidencias experimentales de la interacción que ocurre entre el IGF-I y los
estrógenos se encuentran en numerosos estudios in vitro en los que cultivos ce-
lulares neuronales son expuestos a agentes que o bien inhiben la síntesis de IGF-
I o las vías de señalización de la PI3K y las MAPK o incluso son incubados
con antagonistas del receptor estrogénico (121, 124). La conclusión es que la
activación coordinada, por parte de ambas sustancias de las vías de señaliza-
ción, es necesaria para la supervivencia neuronal.
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FIGURA 3.  Efecto de la GH y la melatonina sobre marcadores de inflamación en el hipocampo.
En todos los casos hay un incremento significativo con la edad que disminuye marcadamente
tras ambos tratamientos.
NIVELES DE TNF ALFA EN EL
HIPOCAMPO DE RATAS MACHO
NIVELES DE IL6 EN EL HIPOCAMPO
DE RATAS MACHO
EXPRESIÓN DE mRNA DE NFKB EN
EL HIPOCAMPO DE RATAS MACHO
EXPRESIÓN DE mRNA DE TNF ALFA
EN EL HIPOCAMPO DE RATAS
MACHO
Si tenemos en cuenta que el estradiol aumenta los niveles locales de IGF-I
que a su vez activan a sus propios receptores, se va a producir un incremento
de la neuroprotección. Otras moléculas que podrían estar involucradas en la con-
vergencia de las acciones del IGF-I y del estradiol son las de las proteínas de
la familia de las Bcl-2, dado que ambas sustancias son capaces de inducir la ex-
presión de dicha proteína anti-apoptótica en el cerebro de la rata adulta (125;126,
127, 128).
Un hecho particularmente interesante con respecto a la interacción del
IGF-I y el estradiol es la localización de los ERs involucrados en la neuro-
protección. Los receptores para IGF-I se detectan en el hilus del giro denta-
do y disminuye su número tras la provocación de lesiones como la que pro-
duce el ácido kaínico (129). Por el contrario, ni los ERα ni ERβ se expresan
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en las neuronas hilares. Se cree por lo tanto, que los efectos neuroprotecto-
res de los estrógenos estén mediados por los efectos transinápticos de neu-
ronas que se proyectan hacia el hilus. Se ha demostrado co-localización de
receptores de IGF-I y ERβ en astrocitos presentes en el hilus, sugiriendo que
probablemente las células de la glia tendrían un papel en la coordinación de
las acciones de estas dos sustancias para llevar a cabo sus efectos neuropro-
tectores.
Como se menciona al inicio de este apartado, se ha realizado también un
estudio de la proliferación celular en el giro dentado del hipocampo en los tres
grupos de animales. Tras el recuento de células BrdU(+) en los animales trata-
dos con GH se aprecia que no hay modificación alguna en comparación con los
animales controles. Es decir, ni en machos ni en hembras intactas o castradas la
GH es capaz de estimular la neuronogénesis. Estos datos no concuerdan con los
datos presentes en la bibliografía disponible. Dos de los estudios más significa-
tivos (130, 131) han demostrado en los últimos años que la administración tan-
to intracerebroventricular como periférica de IGF-I aumenta la neuronogénesis
en ratas adultas y viejas respectivamente. Ante esta aparente contradicción con
nuestros resultados hay que matizar dos cuestiones: por un lado la vía de ad-
ministración de la IGF-I y por otro la duración del tratamiento. Los animales
del estudio de Aberg (130), tienen una edad mucho menor que los nuestros (4
meses) y la duración del tratamiento con este factor, es de sólo 20 días en el
mayor de los casos. El estudio de Lichtenwalner et al. (131), utiliza animales
de 28 meses pero la vía de administración es completamente diferente al reali-
zarse de forma intracerebroventricular y por lo tanto alcanzarse concentraciones
de IGF-I muchísimo más elevadas que las que podemos conseguir nosotros me-
diante la administración periférica de GH. Por otro lado, este tratamiento dura
también en el mayor de los casos 42 días. Por lo tanto, en estos experimentos
se ha estudiado los efectos de tratamientos mas agudos mientras que nosotros
lo hemos hecho en un tratamiento crónico y cuasi fisiológico administrado du-
rante 10 semanas, tiempo durante el que han podido producirse fenómenos que
impidan a la GH y al IGF-I ejercer sus efectos promotores de la neuronogéne-
sis hipocampal.
Este fenómeno sugiere un posible efecto inhibidor de la GH sobre la neu-
rogénesis cuando se administra de forma crónica, inhibición que incluso llega a
imponerse sobre el comprobado efecto inductor del estradiol, cuando ambos se
administran conjuntamente. Posiblemente nos encontremos de nuevo frente a un
entrecruzamiento de vías de señalización de IGF-I y estrógenos que consigue
anular los efectos de estos últimos.
En el presente trabajo se ha estudiado asimismo el efecto que tiene la ad-
ministración de GH sobre la expresión de dos de las enzimas implicadas en la
protección antioxidante celular: Mn-SOD y GPx. En las hembras castradas los
niveles de Mn-SOD permanecen inalterados, conservando por lo tanto niveles
parecidos a los de las hembras de su misma edad intactas y, en consecuencia,
también a los de las hembras jóvenes de 2 meses. Es decir, la expresión de Mn-
SOD en nuestro estudio no se ve afectada ni por el proceso de envejecimiento
ni por la presencia o ausencia de estrógenos endógenos. 
El caso de la GPx es diferente: por un lado, se observa como en las hem-
bras de 24 meses castradas se produce un significativo descenso en su expre-
sión. Por otro lado, tras el tratamiento con GH los niveles de expresión de GPx
aumentan hasta cerca de 4 veces más que en las hembras castradas no tratadas.
Estos dos hechos podrían significar que por un lado, el envejecimiento en au-
sencia de estrógenos endógenos implica un evidente descenso en la expresión
de la enzima antioxidante GPx y que, por otro, el tratamiento con GH es capaz
de estimular la expresión de esta enzima hasta valores próximos a los de las
hembras intactas jóvenes de 2 meses. Posiblemente la importancia biológica de
este hallazgo radique en que el incremento de GPx tras la administración de GH
pueda ser considerada uno de los mecanismos implicados en la conservación del
número total de neuronas observado en nuestro estudio.
Existen datos en la bibliografía que respaldan los efectos generados por la
administración de GH en relación con las defensas antioxidantes. GH e IGF-1
han demostrado ser capaces de reducir el estrés oxidativo y mejorar las defensas
antioxidantes en diversos modelos experimentales en los que el daño oxidativo
está implicado, como la cirrosis hepática inducida por CCl4 (132) o el daño tér-
mico (133). En estos modelos y en otros de envejecimiento hepático investiga-
dos por nuestro grupo (108), la administración de GH o IGF-1 es capaz de re-
ducir la peroxidación lipídica, mantiene los niveles de GSH, aumenta la actividad
de enzimas antioxidantes, mejora la función mitocondrial aumenta la producción
de ATP y preserva la función hepática. Por otra parte, se ha demostrado que la
disminución en la expresión de algunos genes relacionados con el metabolismo
intermediario y de componentes de la cadena respiratoria mitocondrial inducida
por la edad puede ser revertida con la administración de GH (134).
En resumen, la mejoría de uno de los mecanismos antioxidantes de los que
disponen las células como es la GPx, parece señalar que la administración de GH
podría ejercer un efecto beneficioso sobre el daño oxidativo restableciendo las de-
fensas antioxidantes disminuidas con el envejecimiento. Sin embargo, existe una
gran controversia en referencia a la posible relación entre envejecimiento, estrés
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oxidativo y GH. Varios estudios han mostrado un incremento del estrés oxidativo
y una reducción de las defensas antioxidantes y de la expectativa de vida en ra-
tones transgénicos que sobreexpresan GH, mientras que aquellos que carecen de
GH, IGF-1 o de sus efectos (135, 136, 137, 138) presentan el efecto contrario. To-
dos estos datos no son concluyentes, ya que los resultados presentados no mues-
tran un claro patrón de exceso de estrés oxidativo inducido por las hormonas del
eje somatotropo (136, 137). De hecho, otros trabajos llevados a cabo en ratones
knock-out para el receptor de GH, un modelo de “déficit aislado” de GH, no han
sido capaces de demostrar que la mayor expectativa de vida de estos animales se
deba a una mayor actividad de enzimas antioxidantes y un menor daño oxidati-
vo; es más, estos animales presentan algunos indicios de mayor daño oxidativo
que los ratones normales (139). Algunas de las discrepancias respecto de los efec-
tos beneficiosos o dañinos de la GH sobre el envejecimiento pueden estar rela-
cionadas con el diferente efecto de esta hormona en función de la dosis adminis-
trada o los niveles plasmáticos alcanzados: cantidades fisiológicas pueden ejercer
efectos beneficiosos (69, 108, 117, 140, 141), mientras que un exceso patológico
puede conducir a una situación de enfermedad y envejecimiento acelerado
(,135,138, 142,143,) como ocurre en la acromegalia. Y, por último, no se debe ol-
vidar que algunos de estos modelos animales han sido manipulados genéticamente,
lo cual puede estar introduciendo algún sesgo en los resultados obtenidos. Con el
régimen empleado en el presente estudio en el que se ha intentado restablecer ni-
veles fisiológicos , no solo no se ha detectado un incremento de la morbi-morta-
lidad respecto de los animales no tratados , sino una mejoría evidente de la fun-
ción no solo cerebral sino también de muchos otros parámetros fisiológicos. 
Se han analizado también resultados relativos a la expresión de la Sir2 en
el cerebro de dos subpoblaciones de hembras viejas intactas y ovariectomiza-
das. En las primeras la expresión de Sir2 permanece similar a la de las hembras
de 2 meses y el tratamiento con GH no produce modificación alguna sobre su
grado de expresión. Sin embargo, en el caso de las hembras viejas castradas
apreciamos como la expresión de Sir2 disminuye de forma muy marcada en
comparación con las hembras intactas de su misma edad . Nuevamente, por tan-
to, nos encontramos frente a un caso de “desprotección” en las hembras que ca-
recen de estrógenos endógenos. En estas hembras el tratamiento con GH sí pro-
duce un aumento muy significativo de la expresión de Sir2. Estos hallazgos
conducen a realizar diversas consideraciones: por un lado, que el envejecimiento
produce un descenso en la expresión de Sir2 sólo en las hembras que presentan
una depleción crónica de estrógenos endógenos y no en las hembras viejas in-
tactas. Por otro lado, el tratamiento de GH aún en ausencia de estrógenos en-
dógenos es capaz de revertir los valores de expresión de Sir2 prácticamente a
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valores similares a los de las hembras intactas, y en consecuencia a los de las
hembras jóvenes de 2 meses. De cualquier forma, no existen datos previos en
la literatura a este respecto.
Hay que resaltar que estos resultados pueden posiblemente esclarecer otro
de los mecanismos a través de los que actúa la GH para permitir una mayor su-
pervivencia del número total de neuronas hilares que observamos en nuestros
animales. Es decir, el aumento de la expresión de la Sir2 generado por el trata-
miento con GH podría estar directamente relacionado con la conservación de la
población de neuronas hilares que se aprecia en nuestro estudio. Como ya co-
mentamos en la introducción, existen varios hallazgos que sugieren la posibili-
dad de que Sir2 incremente la capacidad para detoxificar especies reactivas de
oxígeno, consiguiendo aumentar la resistencia al daño oxidativo y que este se
atenúe en consecuencia (144). En la misma línea, varios autores (145, 146, 147)
demuestran que la activación de Sir-2 ejerce un efecto neuroprotector. De he-
cho, en uno de estos estudios (148) se ha conseguido demostrar como la SIRT1
es capaz de proteger a las neuronas de la apoptosis inducida por la proteína p53.
Por todo ello, no sería de extrañar que este fuera un mecanismo importante de
neuroprotección en las neuronas hilares.
En conclusión, nuestros hallazgos muestran como el tratamiento de GH ejer-
ce un claro efecto neuroprotector a través de la inhibición de la apoptosis en el
tejido del SNC estudiado y los mecanismos antiapoptóticos que desencadena
pueden implicar a varias vías de señalización intracelular como la de la PI-3-
quinasa-Akt/PKB, la de la activación de la MAPK o la de la traslocación mito-
condrial de Raf1. Todas ellas se encuentran relacionadas y van a tener como
consecuencia última la modificación de los niveles de las moléculas implicadas
en la cascada de la apoptosis, ya sea disminuyendo la expresión de las caspa-
sas o aumentando los niveles de las proteínas de la familia Bcl-2 anti-apoptóti-
cas y disminuyendo los de las pro-apoptóticas. También puede observarse una
disminución de los indicadores de estrés oxidativo como es el caso de LPO,
iNOS o de aumento de los antioxidantes como Sir 2 y de la inflamación refle-
jada en valores de citoquinas o TNFα.
Efecto del tratamiento con Melatonina sobre el SNC
Ya se ha descrito anteriormente como ciertos parámetros del SNC de los ani-
males viejos de 24 meses. evolucionan de forma negativa con el envejecimien-
to. Se ha visto como el número de neuronas hilares del hipocampo de las ratas
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machos de 24 meses era significativamente menor que el de las ratas más jóve-
nes de 22 meses. Se han evaluado los efectos del tratamiento crónico con mela-
tonina sobre este parámetro y no se produce modificación alguna tras las 10 se-
manas de tratamiento. Es decir, la melatonina no es capaz de mantener el número
de neuronas hilares en valores similares a los presentados por animales más jó-
venes, permaneciendo prácticamente iguales a los de los machos de su misma
edad que no han sido tratados. Sin embargo al analizar las células BrdU(+) re-
flejo de la neuronogénesis en el hipocampo de los animales de experimentación,
se observa que el tratamiento con melatonina aumenta considerablemente y de
forma estadísticamente significativa la proliferación celular (Fig. 4A).
Se pudo comprobar igualmente como con el paso del tiempo aumenta el
número de nucleosomas hasta alcanzar valores máximos a los 24 meses. En el
caso de los animales tratados con melatonina, observamos como el tratamiento
es capaz de reconducir los niveles a valores significativamente menores que los
de los machos de 24 m. que no han sido tratados, queriendo esto decir, que la
melatonina de alguna forma disminuye la apoptosis en el hipocampo. 
La proteína anti-apoptótica Bcl-2 en estos mismos homogenados cerebrales
disminuyen con la edad hasta alcanzar valores mínimos en los animales de 24 me-
ses. Tras el tratamiento crónico con melatonina, sorprendentemente, no se aprecia
un incremento en los niveles de esta proteína Sin embargo este hecho no resulta
contradictorio con el descenso en los niveles de nucleosomas, dado que la apop-
tosis no tiene por qué deberse obligatoriamente a un aumento de la protección fren-
te a la apoptosis por parte de la proteína Bcl-2. Sin embargo si que disminuyen los
indicadores de inflamación en el hipocampo (Figs. 3 A B) de la misma forma que
con GH y en forma similar a la observada en otros tejidos (80, 81, 141).
En conclusión, los efectos neuroprotectores observados por el tratamiento
con melatonina en los SNC de nuestras ratas machos de 24 meses se resumen
en un aumento significativo de la neuronogénesis y un descenso en los fenó-
menos de apoptosis a pesar de no producirse a través del incremento de prote-
ína anti-apoptótica Bcl-2, una disminución del estrés oxidativo y un descenso
de la inflamación (Figs. 3 A y B). 
Hasta hace poco tiempo, el único efecto que se conocía de la melatonina
sobre la proliferación celular provenía de estudios en líneas celulares de cáncer
de mama, en los que la melatonina actuaba de forma directa suprimiendo su pro-
liferación (149). Sin embargo estudios recientes han demostrado esto no es siem-
pre así. Danilova y cols. (150) demuestran que la melatonina estimula la proli-
feración celular en el embrión del pez cebra, y que el mecanismo responsable
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FIGURA 4.  Efecto del tratamiento con Melatonina sobre la proliferación celular en el
hipocampo (A). Efecto similar de los estrógenos y Fitoestrógenos (B).
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actúa a través de receptores específicos para la misma. De hecho, estudios pre-
vios que aportan datos muy prometedores como promotora de la proliferación
celular (151, 152), sugieren la implicación directa del receptor MT2, teniendo
en cuenta que los esplenocitos de ratones knock-out para el receptor MT1, con-
siguen proliferar en respuesta a su administracion. Por lo tanto, es muy proba-
ble que el efecto estimulador de la melatonina sobre la proliferación celular, de-
penderá del tipo de receptor que predomina en el tejido en cuestión: es decir, la
relación MT1/MT2 en un tejido. Esto determinaría su grado de proliferación ce-
lular en respuesta al tratamiento. Se ha descrito también otro posible mecanis-
mo de estimulación de la proliferación celular. Si el efecto celular predominan-
te tras la activación de los receptores MT, es el descenso de los niveles de AMPc,
y éste por otra parte, es un conocido intermediario de la regulación del ciclo y
la proliferación celular, todo ello sugiere la posible implicación de la vía del
AMPc en la estimulación de la proliferación melatonina dependiente (150, 153).
Por último, existe un reciente trabajo publicado por Kim y cols. (154) en el que
se estudia el efecto de la melatonina en el giro dentado del hipocampo de ratas
que han sido separadas de sus madres antes del destete. Es capaz de estimular
de forma evidente y significativa la proliferación neuronal en el giro dentado de
los animales tratados. 
Con respecto a los efectos sobre la apoptosis, nuestros datos resultan con-
cordantes con los hallazgos de otros autores. De hecho, en el estudio de Os-
borne y cols. (155) realizado en células pigmentarias epiteliales de la retina, la
melatonina es capaz de reducir de forma significativa la apoptosis sin eviden-
ciarse valores elevados de Bcl-2. Por lo tanto, una de las posibilidades que se
nos plantean es la de que la inhibición de la apoptosis o bien no se realice a ni-
vel de la vía mitocondrial y se haga a nivel de la vía de activación de los re-
ceptores de muerte o bien que, aún llevándose a cabo a nivel de la vía mito-
condrial, no necesite de la participación de las proteínas Bcl-2. Si la actuación
de la melatonina se realiza a nivel de la vía extrínseca, es decir, la vía de acti-
vación de los receptores de muerte, esta sustancia podría intervenir a cualquier
nivel de dicha vía de activación.
Esta ruta se inicia con la participación de la caspasa-8 que, tras ser reclu-
tada por los receptores de muerte una vez activados por la unión a su ligando,
activa a la pro-caspasa-3 que se convierte en caspasa-3 y es la molécula que fi-
nalmente ejecuta el programa de muerte celular. Se podría por lo tanto especu-
lar que la acción de la melatonina se lleva a cabo a cualquiera de estos niveles,
ya sea a nivel de la unión de los receptores de muerte con sus ligandos, que son
moléculas estructuralmente relacionadas que pertenecen a la superfamilia del
factor de necrosis tumoral (TNF); o bien a nivel de cualquiera de los pasos in-
termedios entre la formación de la caspasa-8 y la ejecución por parte de la cas-
pasa-3. Hemos visto nosotros como disminuyen precisamente los niveles de
TNFα en distintos tejidos de los animales tratados con melatonina ( 80,117).
Por otro lado, la melatonina podría actuar directamente sobre la vía mitocon-
drial que, a groso modo, se basa en la liberación del citocromo C por parte de
la mitocondria tras haber sufrido algún tipo de daño o desgaste (como el daño
oxidativo por la exposición a radiaciones ionizantes o a toxinas), que posterior-
mente activa a la caspasa-9 que termina activando a su vez a la caspasa-3, que
finalmente ejecuta la muerte celular. Es por lo tanto muy posible, como hemos
podido comprobar que una posible intervención de la melatonina, como poten-
te antioxidante endógeno, es evitar la liberacion del citocromo C por la mito-
condria para impedir el proceso de apoptosis(140 y 141 )protegiendo así frente
al estrés oxidativo tan elevado que presentan las mitocondrias del tejido cere-
bral de animales tan viejos. Esta opción ha sido también sugerida por Sainz y
cols. (156), que apunta a que la capacidad protectora anti-apoptótica de la me-
latonina se debe a su actuación no sólo como antioxidante directo o indirecto
de los radicales libres presentes en el interior de la célula, sino también como
activador del complejo mitocondrial I y IV. Asimismo, el grupo de Acuña et al
(157, 158) han observado efectos similares.
En cualquier caso parece lógico pensar que el principal mecanismo anti-
apoptótico que la melatonina utiliza en el caso de los cerebros senescentes, esté
basado en sus propiedades antioxidantes. De hecho, el SNC es un órgano espe-
cialmente vulnerable a la acción de los radicales libres y los cerebros de estos
animales tan viejos, están expuestos a ellos en mayor medida que en animales
más jóvenes. Esta especial y elevada vulnerabilidad del SNC se debe a varios
factores como el elevado consumo de oxígeno que en él tiene lugar; el abun-
dante tejido lipídico que contiene, constituido en su mayor parte por ácidos gra-
sos poliinsaturados; la elevada proporción de superficie ocupada por membra-
nas celulares en comparación con el citoplasma; la morfología axonal que resulta
más proclive a las lesiones oxidativas; y en particular, la escasa capacidad an-
tioxidante endógena del propio cerebro habida cuenta de la situación de riesgo
oxidativo tan pronunciada en la que se encuentra. 
A pesar de esto, el SNC cuenta con una batería de sistemas de defensa celu-
lar para contrarrestar las acciones deletéreas de los radicales libres de oxígeno. Hay
antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos capaces de disminuir la concentración
de radicales libres y reparar el daño celular oxidativo provocado. En el cerebro en-
contramos enzimas como la catalasa, la peroxidasa o la superóxido dismutasa; an-
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tioxidantes de bajo peso molecular como los carotenoides o el ácido ascórbico; y,
por último, agentes quelantes directos de radicales libres que funcionan como pro-
tectores biológicos específicos de moléculas esenciales, capaces de neutralizar las
especies reactivas (159). Por su parte la melatonina presenta ciertas características
biológicas que la convierten en una sustancia particularmente apropiada para el des-
empeño de tareas neuroprotectoras en el cerebro. De hecho se trata de una sustan-
cia tanto hidrofílica como lipofílica, capaz por tanto de atravesar todo tipo de ba-
rreras morfofisiológicas y de entrar en células y compartimentos subcelulares sin
problema alguno. Por lo tanto, se trata de una sustancia capaz de atravesar la ba-
rrera hematoencefálica y penetrar de forma sencilla hasta compartimentos celula-
res fundamentales para la funcionalidad de la neurona como pueden ser las mito-
condrias o el núcleo. Fue Ianas (75) el primero en sugerir que la melatonina pudiera
ser una sustancia quelante de radicales libres, es decir, una molécula con propie-
dades antioxidantes directas sobre diversos radicales libres tales como el radical
peroxilo, el radical hidroxilo o su precursor, el peróxido de hidrógeno. La melato-
nina presenta otra característica que le confiere una particular utilidad como antio-
xidante, y es la de ser capaz de generar la denominada cascada antioxidante, por
la que los intermediarios de las reacciones de neutralización de la melatonina, son
a su vez potentes antioxidantes capaces de neutralizar a su vez más radicales. No
hay que olvidar, por otra parte, el fundamental papel que desempeña la melatoni-
na en la estimulación de la actividad de varias enzimas antioxidantes como la su-
peróxido dismutasa, la glutatión peroxidasa o la glutatión reductasa (159).
Con respecto a este último aspecto hay que señalar que uno de los pa-
rámetros estudiados ha sido la expresión en cerebro de dos enzimas antioxi-
dantes: Mn-SOD y GPx. Las mediciones se han llevado a cabo en hembras in-
tactas de 2 y 24 meses., en hembras castradas de 24 meses y en hembras
castradas e intactas de 24 meses tratadas con melatonina. En las hembras in-
tactas, no se aprecian diferencias en la expresión de Mn-SOD ni de GPx en las
hembras de 24 meses. con respecto a las hembras jóvenes de 2 meses Es decir,
el envejecimiento no es capaz de modifica la expresión de ninguna de estas dos
enzimas antioxidantes en el caso de las hembras intactas. El tratamiento con me-
latonina en estos animales tampoco ejerce efecto alguno, y la expresión de GPx
y Mn-SOD no se altera. En las hembras castradas de 24 meses., la expresión de
Mn-SOD es casi idéntica a la de las hembras de su misma edad que permane-
cen intactas. El tratamiento con melatonina tampoco modifica la expresión de
la Mn-SOD en las hembras viejas castradas. O sea, que la expresión de Mn-
SOD no disminuye ni por la edad ni por la castración y, por otro lado, que el
tratamiento con melatonina no altera su expresión. Sin embargo la expresión de
GPx en las hembras de 24 meses sí disminuye de forma drástica tras la castra-
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ción en comparación con las hembras intactas. El tratamiento con melatonina
en las hembras castradas, no ejerce efecto alguno sobre su expresión, mante-
niéndose los mismos niveles que en las hembras castradas no tratadas. Todo esto
lo que sugiere es que las hembras intactas son capaces de conservar el nivel de
expresión de GPx, mientras que en las hembras castradas disminuye. La mela-
tonina, a pesar de tener la capacidad de estimular la expresión y actividad de un
gran número de enzimas antioxidantes (entre las que la bibliografía demuestra
que se encuentra la GPx), no consigue activar la expresión de la GPx en los ho-
mogenados cerebrales de la hembras castradas de 24 meses. Esto hace pensar
en una posible implicación de los estrógenos endógenos, sin los cuales los ni-
veles de GPx no consiguen mantenerse en las hembras castradas y terminan ca-
yendo, y sin los que la melatonina no es capaz de estimular de forma efectiva
la expresión de esta misma enzima.
Habíamos tambien visto anteriormente que a nivel del hipocampo se pro-
duce con la edad un incremento de los indicadores de inflamación como son un
aumento de TNF alfa y de IL 6 así como de NFkB. Este incremento, también
había sido observado en el envejecimiento de otros tejidos como el hígado
(117,118,119). El tratamiento con melatonina disminuye de forma significativa
todos estos parámetros ( Fig 3 A y B ).
CONCLUSIONES
De los datos anteriormente mencionados se deduce que la mayoría de las
alteraciones que aparecen a nivel cerebral con el paso del tiempo, ocurren en
función del incremento del estrés oxidativo y de la inflamación.
La disminución de GH y melatonina que ocurren con el envejecimiento
pueden ser al menos parcialmente responsables de dichas alteraciones ya que
tienen un papel antiinflamatorio y antioxidante bien establecido. De esta forma
su administración exógena a niveles fisiológicos, como tratamiento de sustitu-
ción terapéutica, es capaz de revertir al menos en parte algunas de las altera-
ciones observadas. 
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